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PARTICULES VIRALES CQNTENANT UN VECTEUR DERIVE D f ALPHA 
VIRUS ET PROCEDE DE PREPARATION DE LADITE PARTICULE 
VIRALE 

5 L'invention concerne de nouvelles particules virales contenant un vecteur d6riv6 d'un 
alpha-virus rendu d€fectif pour une propagation autonome et done pour la 
replication. Elle se rapporte egalement au proced6 de preparation desdites particules. 

Dans la suite de la description, l'invention est plus particulierement illustr€e en 
10 relation avec le virus de la foret de Semliki (SFV) entrant dans la cat6gorie des alpha- 
virus. Bien entendu, cet exemple particulier ne limite en rien la portee de l'invention 
et tous les alpha- virus peuvent §tre envisages, tels que par exemple le virus Sindbis. 

Le genome des alpha-virus se presente sous la forme d'un ARN simple brin de 
15 polarite positive comprenant deux phases ouvertes de lecture, respectivement une 
premiere phase codant les proteines a fonction enzymatique, et une seconde phase 
codant les prolines structurales. La replication s'effectue dans le cytoplasme de la 
cellule. Dans la premifere etape du cycle infectieux, 1'extremite 5' de TARN 
genomique est traduite en une polyprot&ne (nsP 1-4) a activity RNA-polymerase 
20 produisant un brin ndgatif compl&nentaire de TARN genomique. Dans une seconde 
6tape, le brin n6gatif est utilis6 conime matrice pour la production de deux ARN, 
respectivement : 

- un ARN genomique positif correspondant au genome des virus secondaires 
produisant, par traduction, d'autres proteines nsp et servant de genome aux virus, 
25 - un ARN sub-g6nomique codant les prot&nes de structure du virus formant les 
particules infectieuses. 

Plus precisement, TARN sub-g6nomique est transcrit k partir du promoteur p26S 
present au niveau de 1'extremite 3' de la sequence ARN codant la proteine nsp4. 
30 Le rapport ARN genomique positif/ ARN sub-genomique est r£gul6 par 1'auto- 
clivage prot6olytique de la polyprotdine en nsp 1, nsp 2, nsp 3 et nsp 4. En pratique, 
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l'expression des genes viraux se d^roule en deux phases. Dans une premiere phase, il 
y a synthese principale de brins genomiques positifs et de brins negatifs. Pendant la 
seconde phase, la synthase d f ARN sub-genomique est quasiment exclusive 
conduisant ainsi a la production de prot6ines structurales en txbs grande quantit6. 

; 5 

La connaissance du mode de replication des alpha-viridae et la simplicity de leur 
genome a conduit a l'&nergence de systemes de transfert de g&nes utilisant ces virus, 
ces derniers permettant d'obtenir une forte expression du transgene dans la cellule 
cible. 

10 

L'une des conditions incontournables pour qu'un vecteur derive d'alpha-virus puisse 
Stre utilise en tMrapie genique est qu'il ne presente aucune capacite k se repliquer. 
Plusieurs solutions ont ete proposees pour rendre le virus Semliki defectif pour la 
replication. 

15 

La premiere solution consiste k deleter les genes de structure de TARN de Semliki au 
profit du transgene, le transgene etant place sous la dependance du promoteur p26S. 
Un tel vecteur peut etre transfere sur des cellules sous forme d'ARN ou sous forme 
d'ADN. Toutefois, cette solution est peu int6ressante pour les applications in vivo, 
20 dans la mesure ou Ton observe une. faible efficacite de transfert & Faide de ces 
Elements g6netiques utilises en 1' absence de particules. 

Une autre solution consiste adnfecter les-celltdes cibles avec un vecteur Semliki non 
pas sous forme d'ADN cm £A33*-m&£, mais sous forme de particules virales 

25 recombinantes. Pour ce faire, on transfecte une lignee cellulaire par au moins deux 
plasmides, respectivement, un plasmide portant TARN du vecteur Se m li k i denue de 
genes de structure et un second plasmide portant les gdnes de structure de Semliki 
sous la dependance du promoteur p26S. Au sein de la cellule sont formees des 
particules virales qui n'encapsident que TARN defectif, c'est-sl-dire TARN de Se m l ik i 

30 portant le transgene puisque lui seul porte egalement une sequence d f encapsidation 
contenue dans la sequence de la nsP2. Meme si, en theorie, ce proc6de ne g6nere 
aucune particule replicative, les 6v&nements de recombinaison restent frequents dii 
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fait, notamment, du chevauchement des sequences de complementation et du virus 
recombinant, et de l'abondance des ARN viraux dans le cytoplasme des cellules 
productrices. 

5 Les documents Rolls (1, 2) decrivent un vecteur SFV dont le g6nome a 6t6 modifte 
par remplacement des g&nes structuraux par le gene codant Tenveloppe VSV-G, 
6ventuellement associe a un transg&ne. Les particules infectieuses ainsi obtenues sont 
done constitutes d'une enveloppe VSV-G et contiennent un vecteur deriv6 d' alpha- 
virus. Cependant, le sysfeme decrit est particulierement dangereux du fait de son 

10 aptitude a se rtpliquer de maniere autonome. Un syst&me Equivalent est decrit dans le 
document WO 03/072771. 

Le document Lebedeva et al (3) decrit la coelectroporation de cellules BHK 

par : 

15 - un vecteur assurant les fonctions de replication (Sreppgal : gene codant la 

r6plicase du vecteur Semliki (SFV) et la (3-galactosidase comme transg&ne), 
un vecteur codant les g&nes structuraux : ScapSenv codant la capside et 
l'enveloppe de SFV comme t&noin, ou un vecteur derive dans lequel le gene 
env de SFV est remplac6 par des sequences env du retrovirus MLV (Moloney 
20 murine leukemia), 

et T analyse des particules virales ainsi produites. Cependant, dans ce syst&me, la 
mobilisation du vecteur SFV vthiculant le transgene, en V occurrence celui de la |3- 
galactosidase, est sous la d6pendance de Tencapsidation de cet ARN g6nomique 
recombinant par la proteine de capside de SFV. 

25 

En d'autres termes, le probleme que se propose de resoudre Tinvention est d'ameliorer 
le mode de mobilisation des vecteurs derives d'alpha- virus, en particulier du virus de 
la forSt de Semliki (SFV), de manifere a Sviter tout risque de recombinaison au sein 
des lignees productrices pouvant gen6rer des particules r^plicatives. 

30 
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Un autre probleme que se propose de resoudre Tinventioii est de preparer des 
particules virales contenant un vecteur derive d'alpha- virus, dont le tropisme ne soit 
pas limite aux cellules cibles des virus sauvages. 

5 Le Demandeur a r6ussi a produire des particules virales qui repondent simultanement 
aux deux objectifs ci-dessus en exprimant en trans, dans une lignee cellulaire, les 
genes codant des 61ements structuraux non issus de l'alpha-virus et le vecteur d6rive 
dalpha- virus rendu defectif pour la replication. 

10 Selon un premier mode de realisation, les genes codant des 616ments structuraux non 
issus de l'alpha-virus correspondent au seul gene ENV du virus de la stomatite 
v6siculeuse codant la proline d'enveloppe VSV-G. 

L'utilisation d'une enveloppe VSV-G presente plusieurs avantages. Tout d'abord, la 
15 proteine d'enveloppe du virus de la stomatite v6siculeuse permet un mode d'entree 
cellulaire par endocytose superposable k celui des alpha-virus. En outre, la VSV-G 
est une prot6ine tres stable, susceptible d'etre concentree par ultra-centrifugation et 
permettant d'envisager des administrations parenterales. Par ailleurs, cette proteine 
conffere un tres large tropisme aux particules qui la contiennent, €largissant ainsi le 
20 champ d'utilisation des particules virales de Tinvention k des organismes aussi 
diflferents que la drosophile et les mammiferes. 

Selon ce premier mode de realisation, Fexpression en trans est obtenue par co- 
transfection avantageusement effectece-eis deux 6tapes distinctes respectivement, la 
25 transfection de la lignee par le plasmide exprimant le gene de Fenveloppe VSV-G, 
puis une seconde transfection par le vecteur derive d'alpha- virus. En pratique, la co- 
transfection est effectuee sur des cellules 293T. 

Dans un second mode de realisation, les genes codant des elements structuraux non 
30 issus de Talpha-virus correspondent aux genes codant les proteines structurales d'un 
retrovirus. 
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Dans ce cas, l'expression en trans est obtenue par transfection d'une lignee cellulaire 
d'encapsidation, productrice de retrovirus defectifs pour la replication, par le vecteur 
deriv6 d f alpha-virus. Ce type de lignee est bien connu de rhomme du m6tier, par 
exemple le systeme Phoenix® 

5 flittp://www.stmtfor^^ svstems/phxiitml) . On peut utiliser 

en particulier des lignees d'encapsidation utilisant des genes structuraux du MLV 
(murine leukemia virus). 

De mani&re connue, ces lignees sont obtenues par transfection stable d'un premier 
10 plasmide exprimant les genes GAG-POL et d'un second plasmide exprimant un gene 
ENV de retrovirus ou d'un autre virus enveloppe (4). 

Toutefois, il est 6galement envisageable de preparer les particules virales par triple 
transfection d'une lign6e cellulaire, par exemple des cellules 293T, par introduction 
15 d'un premier 616ment viral exprimant les genes GAG et POL de retrovirus, d'un 
second element viral exprimant le gene ENV de r6trovirus et du vecteur derive 
d'alpha-virus. 

II est possible d'accentuer davantage encore le caractere d6fectif des sequences 
20 - r&xovirales transcompl&nentantes par mutation, notamment deletion des sequences 
nucleotidiques du gene POL codant Tintegrase (IN) et la transcriptase inverse (RT). 

Dans les deux modes de realisation de rinvention tels que prec6demment decrits, le 
vecteur derive d'alpha-virus est rendu defectif pour la replication. Cette propri6t6 est 
25 en pratique obtenue par la d£16tion des genes de structure ou leur substitution au 
profit du(des) transgene(s) d'int€ret dans le genome du vecteur. 

Selon une autre caracteristique, le genome du vecteur d6riv6 d ! alpha- virus contient un 
signal permettant l'encapsidation par la particule virale, appele sequence psi. 

30 
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Selon un premier mode de realisation, la sequence psi correspond k la sequence de 
packaging etendue des vecteurs MLV, obtenue par amplification selon la m6thode 
PCR (polymerase chain reaction) du vecteur PLNCX (Clontech®) k partir des 
amorces : 

5 - amorce 5' : LNCX Psi 2a: 5 - GGGACCACCGACCCACCACC -3' et 

- amorce 3 f : LNCX Psi 2b: 5'- GATCCTCATCCTGTCTCTTG -3'. 

Avantageusement, la sequence psi est reduite en taille et correspond a la sequence 
minimale. Cette modification est int6ressante dans la mesure oil la sequence psi peut 
10 avoir une fonction de point d'ancrage pour Tentr^e des ribosomes (IRES). La fonction 
IRES permet ainsi de supprimer le promoteur p26S du SFV, de sorte que la 
traduction du transgene est obtenue k partir de TARN g6nornique. 

Paradoxalement, le Demandeur a egalement demontre que la presence d'un signal 
15 d'encapsidation retroviral n'6tait pas forcement n6cessaire. En effet, la quantite 
d'ARN recombinants du vecteur SemliM, retrouvee dans le cytoplasme des cellules 
transferees, est telle que ces derniers sont preferentiellement encapsid£s dans les 
particules r6trovirales. Ce pMnomene est accentue par l'extinction des genes 
cellulaires, induite par V expression des proteines non structurales du virus SemliM. 
20 La localisation sub-cellulaire des complexes de replication du virus SFV pourrait 
6galement jouer un role important (5). Des lors, et dans un mode de realisation 
prefSre, le genome du vecteur est denu6 de sequence psi. 

Le demandeur a 6galement montre qu'il etait possible de mobiliser un vecteur 
25 comme d6crit prec6demment, contenant une sequence retrovirale d'encapsidation, au 
moyen de particules r6trovirales produites en utilisant un systeme de 
transcomplementation base sur les vecteurs derives du virus de la foret de SemliM 
(11). Dans ce systeme, il est montr£ que Ton peut obtenir des tifcres de l'ordre de 
particules par millilitre. II est egalement d6montre que la presence d'un signal 
30 d'encapsidation retroviral am61iore le titre des particules d'environ un log. Ces 
particules sont utilises efficacement pour transduire les cellules exprimant le 
i€cepteur aux virus amphotropes (Pit 2), correspondant k l'enveloppe retrovirale 
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utilis£e. Cette observation a une consequence directe sur la bios6curite des particules 
r6tro virales produites par le proc€de de Li et Garoff (11). Dans ce cadre, il est 
d6montre que les particules produites selon le proc&le de Li et Garoff contiennent, h 
un titre proche de 10 6 part/ml, des g6nomes de vecteurs SFV recombinants exprimant 
5 les sequences GAG/POL ouENV des retrovirus. 

Le Demandeur a par ailleurs constate que le mode de transfection generalement 
utilis6 pour les AJRN recombinants des vecteurs Semliki, & savoir Telectroporation, 
entrain ait une souffrance cellulaire importante. Aussi, et pour permettre la 
10 transfection des cellules productices par des methodes plus douces que 
l'electroporation, le vecteur d£riv6 d'alpha-virus a 6te modifi6 pour etre exprim6 a 
partir d'un promoteur eucaryote, par exemple un promoteur CMV positionn6 en 5 1 de 
la sequence du vecteur, 

15 Enfin, le promoteur p26S du vecteur d'alpha- virus est avantageusement mute. Le 
vecteur SFV 26Sm2, et dans une moindre mesure le vecteur SFV 26Sml, n'exprime 
plus d'ARN sub-genomique detectable, susceptible de diminuer Tencapsidation des 
ARN g6nomiques par competition. 

20 Ainsi, une particule selon 1' invention correspond a une particule virale constituee 
d f 616ments structuraux non issus d'un alpha-virus et contenant un vecteur d6riv6 
d'alpha- virus rendu defectif pour la replication, par deletion ou remplacement par au 
moins un transgene, des genes structuraux, les Elements structuraux de ladite 
pa r ti cule n'etant pas cod6s par le genome du vecteur derive d'alpha- virus. 

25 

Par ailleurs, T invention concerne P utilisation des particules virales selon P invention 
pour infecter in vitro des cellules. Le Demandeur a rnontre que les particules ainsi 
produites pouvaient infecter une grande variete de cellules eucaryotes, aussi bien 
humaines que non humaines. 

30 

L'invention se rapporte egalement & une composition pharmaceutique comprenant les 
particules virales de rinvention. 
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De meme, elle se rapporte a Tutilisation des particules virales pour la pr6paration d'un 
medicament destine au traitement du cancer. 

L' invention et les avantages qui en decoulent ressortiront bien des exemples suivants. 

5 

La figure 1 est une representation sch6matique de la structure du vecteur deriv6 du 
virus de la foret de SemliM (SFV). 

La figure 2 montre les mutations effectuees dans le promoteur p26S. Les mutations 
introduces dans les mutants p26Sml et p26Sm2 par rapport a la sequence sauvage 
10 (Wt) sont encadrees. L'acide amin6 en gras indique un changement dans la sequence 
codante. 

La figure 3 est le resultat d'un Northern-blot effectue k partir de cellules productrices, 
exprimant des vecteurs SFV modifies (l:pEGFPCl; 2:p26Sml; 3:p26Sm2; 4:SFV 
sans transgene), avec une sonde GFP de pEGFPCL 

15 La figure 4 montre la capacite des cellules 293T et BHK 21 k exprimer les vecteurs 
derives du SFV (p26Sml et p26Sm2) et mobilises par les pseudo-particules VSV-G. 
La figure5 est le resultat d'un northern blot effectu6 k partir des cellules infectives par 
le surnageant de cellules 293 T transferees par le plasmide pMDG et des vecteurs 
SFV modifies (lrpEGFPCl; 2:p26Sml; 3:p26Sm2), avec une sonde GFP de 

20 pEGFPCL 

EXEMPLE 1 : Production de particules virales a partir de Ugnees cellulaires 
exprimant l'enveloppe-VSV-G 

25 U METHODES 

1/Lisnees et cultures cellulaires 

- 293T/17 : lignee primaixe de reins embryonnaires humains (ATCC CRL- 
11268), 

30 - Hela : lign€e cellulaire humaine (ATCC CCL-2), 

- QM7 : lign6e de muscle de caiUe (ATCC, CRL-1962), 

- LMH : lignge de foie de poulet (ATCC CRL-21 17). 
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Les quatre lignees cellulaires ci-dessus sont cultivees dans du DMEM (Iavitrogen) 
contenant 10 % de s6rum de veau foetal (FCS) (Biowest). 

- HepG2 : lignee d'hepatome humain cultiv6e dans du EM contenant 10 % de 
FCS (ATCC HB-8065), 

5 t BHK21 : lign6e de rein de b6b6 hamster cultivee dans du GMEM contenant 

5 % de FCS et 8 % de solution liquide de tryptose phosphate (ATCC CCL- 
10), 

- CESC : Embryon de poulet obtenu et cultive selon la reference 26, 

- Cellule High Five cultivee a 27°C dans un miheu de cellules d'insectes de 
10 Grace (Grace's insect medium) (cat n° B85502 Invitrogen) contenant 10 % 

de FCS, 

- Sp2/0 : Lignee murine de lymphoplastoides cultivee dans du RPMI 1640 
contenant 10 % de FCS (ATCC CRL1581). 

15 2/ Construction du vecteur SFV 

La structure du vecteur SFV est representee sur la figure 1. 

a/ Vecteur 26Sml 

Le promoteur interne 26S du SFV est mute par PCR a partir du vecteur pSFVl 
20 (Invitrogen), lequel est denu6 de genes de structure et utilise comme matrice en 
presence de deux amorces, respectivement : 

- une amorce 26SmlF contenant le site de restriction Bgl II apparaissant en gras 
dans la sequence suivante : S-ATCCTCGAAGATCTAGGG-S', 

- une seconde amorce mut6e 26SmlR contenant le site de restriction Cla I 
25 apparaissant en gras dans la sequence suivante : 

5-CAATATCGAT TACTAGCGAACTAATCTAGGA-3\ 

Des mutations silencieuses sont ensuite introduites dans le promoteur p26S pour 
conduire au promoteur p26Sml comme repr6sente sur la figure 2. Le produit ainsi 
30 arnplifie est ensuite clone dans un plasmide pIRES2-EGFP (Invitrogen) (figure 1). 
Une sequence r€trovirale d6sign6e RS, d6riv6e d'un virus MLV est alors inseree entre 
le promoteur mut6 26S et la sequence IRES- Les fragments contenant la sequence 
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26S mut6e, la sequence r6trovirale de MLV et le gene EGFP sont ensuite excises par 
Bgl II et Hpa I puis clones dans le vecteur pSFVl entre les sites de restriction Bgl II 
et Sma I. Le fragment de 10,5 kpb contenant le replicon SFV modifie est enfin clon6 
entre le promoteur IE CMV et le signal de polyadenylation S V40 pA dans un vecteur 
5 pIRES2-EGFP dans lequel la sequence IRES GFP a et6 d61et€e. 

b / Vecteur SFV26Sm2 

Le promoteur interne est mute par PCR a partir du plasmide SFV1 utilise comme 
matrice en presence de deux amorces respectivement, une premiere amorce 26SmlF 
10 et une seconde amorce 26Sm2R contenant un site de restriction apparaissant en gras 
dans la sequence suivante : 

5-ATATCGATTACTAGCGAACTAATCTACGACCCCCGTAAAGGTGT-3 1 . 
L'amorce 26Sm2R conduit aux modifications du promoteur p26S comme illustre sur 
la figure 2. Le produit amplifie est ensuite dig£re par Bgl II et Cla I et ligue dans le 
15 vecteur 26Sml egalement dig6r6 par Bgl II et Cla I pour supprimer le fragment . 
correspondant. 

31 Transfection de la ttgnee cellulaire 293T var les vecteurs SFV26Sml ou 
26Sm2 et le plasmide vMDG et collecte des particules virales 

20 Une transfection transitoire de cellules 293T au moyen d'un kit de transfection 
calcium / phosphate (Invitrogen) est effectuee. Les cellules 293T sont ensemenc6es k 
raison de 8.10 5 cellules par puits sur des plaques 6 puits et incubees a 37°C pendant 
une nuit, avant transfection. La transfection est effectude en deux etapes. Le premier 
jour, les cellules 293T sont transfect^ss psr 5 \xg d'un plasmide pMDG contenant le 

25 gene codant pour l'enveloppe VSV-G, sous Tinfluence d'un promoteur IE CMV (6). 
Dans une seconde etape, le deuxieme jour, les cellules sont transferees par 5 \ig des 
vecteurs SFV 26Sml ou 26Sm2. Le second milieu de transfection est laisse au 
contact des cellules entre 13 et 17 heures. Au jour No. 3, le milieu est retir6 et 
remplace par du milieu frais permettant la liberation des particules infectantes. Le 

30 milieu de culture contant les particules virales est collect^ 5 a 6 heures plus tard. 
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4/ Transfection de la lisnee cellulaire BHK21 par les vecteurs SFV 26Sml 
ou 26Sm2 et les vecteurs SFV GAGPOL et SFV ENV et collecte des varticules 
virales 

Les cellules BHK 21 sont 61ectropor6es 5 10 6 /ml (soit 4 10 6 cellules), k un voltage 
5 .de 350 V, et une capacitance de 750 |xF. Les ARN utilises pour r&ectroporation, 
correspondant aux diffcrents vecteurs (26Sml ou m2, SFV GAGPOL et SFV ENV), 
sont transcrits en utilisant 1,5 |Lig d'ADN lin6arise k l'aide d'un kit Invitrogen Sp6 
polymerase. Pour 1'electroporation, 22 |Xl du produit de transcription sont 
electropor6s. La recolte des particules recombinantes est effectuee 14 k 16 heures 
10 plus tard. Les sumageants sont filtres et deposes sur les cellules cibles en presence de 
2(Xg/rnL de polybrene. 

5/ Infection des lisnees cellulaires var les varticules virales 
Le surnageant des lign6es cellulaires 293T transfectees est collecte puis filtr6 sur 
15 filtre 0,45 jim (HA Millex®, Millipore) puis incube avec diff6rentes lignees 
cellulaires, en presence d'un milieu frais contenant du polybrfene, utilise a raison de 5 
lag par ml (Sigma). Le contrSle de l'expression de la GFP dans les cellules infectSes 
est effectue au moyen d'un microscope 1X50 Olympus k fluorescence. La 
quantification de la transfection est effectuee au moyen d'un cytomfetre de flux 
20 FACScalibur® de Becton Dickinson. Pour les tests contrSles, les sumageants sont 
utilises dans differents reactif s : 

10 jig par ml de RNAse A (Sigma), 
1 |ig par millilitre d'actinomycine D (Sigma), 
100 unites par millilitre de DNAse I (Invitrogen), 
25 1 mg par millilitre de geneticine (Sigma), et 

3 jig par millilitre de puromycine (Cayla). 



30 
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6/ Concentration des varticules virales 
Le surnageant des cellules 293 transfectees est centrifuge a 150 000 g dans un rotor 
SW41 pendant une heure a 4°C. Les virus concentres sont rernis en suspension dans 
300 |il de PBS et 25 |al de la solution sont utilises pour infecter 5.10 5 cellules (293T, 
5 BHK-21, Hela, HepG2, Sp2/0, LMH, QM7). 

7/ Northern Blot 

L'ARN des 10 6 cellules transfectees ou infect6es est extrait au rnoyen d'un systeme 
desolation d f ARN total (Promega®). L'ARN de cellules 293T non transfectees est 

10 extrait en tant que contr61e. 2 |ig de chaque ARN est sounds & une electrophorese sur 
un gel denaturant, formaldehyde, et TARN est transfere sur une membrane nylon 
chargee positivement (Hybond-XL ; Amersham). LTiybridation du Northern Blot est 
effectuee selon les procedures standard. Les sondes correspondent a un fragment de 
790 bp Age I-BamH I GFP du plasmide pEGFPCl (Clontech), le fragment etant 

15 marque (Rediprime® II DNA labelling system ; Amersham) et purifie sur colonne 
(ProbeQuant® G-50 Micro Columns ; Amersham) avant utilisation. 

W RESULTATS 

20 1/ Fonctionnalite des vecteurs 

Les vecteurs SFV 26Sml et 26Sm2 correspondent k des vecteurs SFV, dont le 
promoteur 26S a 6t6 mute dans le but d'Sviter une 6ventuelle competition entre 
Tempaquetage de TARN genomique du SFV et TARN sub-genomique produit par 
transcription sous Tinfluence du promoteur 26S. La fonctionnalite des deux vecteurs 

25 a 6t6 contr616e par transfection de cellules 293T. Lexpression intense de la GFP 
observ6e suggere que la transcription et la traduction du vecteur SFV modifie sont 
correctes. Ce premier resultat est ensuite confirme par analyse sur Northern Blot & 
partir de TARN extrait des cellules 293 transfectees par le vecteur SFV 26Sml. 

30 Comme le montre la figure 3, ligne 2, la sonde GFP revele Texistence de deux bandes 
correspondant a de TARN genomique et de TARN sub-g6nomique, ce dernier 
suggerant que le promoteur 26S est encore fonctionneL 



WO 2005/056805 PCT/FR2004/050631 

13 



Le meme test est realise sur le second vecteur SFV 26Sm2 comportant des mutations 
supplementaires. La detection de la GFP et Tanalyse par Northern Blot confirment 
que les mutations apportees dans le promoteur 26Sm2 inhibent la production par 
5 transcription, de TARN sub-genomique (voir figure 3, ligne 3). 

2/ Production de varticules virales 
Des cellules 293T sont co-transfectees par le plasmide pMDG, puis le vecteur SFV 
26Sml ou SFV 26Sm2 comme indiqud pr6c6demment. Le surnageant des cellules 
10 transferees est transfers sur des cellules fraiches 293T ou des cellules BHK 21. La 
forte et rapide expression de la GFP obtenue montre qu'il est possible de mobiliser 
des vecteurs SFV au moyen de cellules exprimant Tenveloppe VSV-G (figure 4). 

3/ Cavacite des varticules virales obtenues a infecter les Ugnees cellulaires 
15 BHK21. 293T et OM7 

Les resultats sont reportes dans le tableau ci-apr&s. 

Les titres viraux sont detect6s 24 heures apres infection par analyse FACS. Le 
pourcentage de cellules exprimant la GFP, rapporte au nombre de cellules au jour de 
Tinfection, permet de calculer un titre de particules recombinantes (IP/ml). 

20 



Lignees cellulaires 


Titre viral 
26Sml (IP/ml) 


Titre viral 
26Sm2 (TP/ml) 


Particules 26Sm2 
concentrees (IP/ml) 


BHK21 


1.1 x 10 6 


0.9 x 10 6 


10 7 


293T 


1.5 x 10 s 


1.5 x 10 s 


5xl0 6 


QM7 


3X10 3 


3X10 5 


ND 



Tableau 1 



Comme le montre ce tableau, le titre le plus eleve est obtenu avec les cellules BHK21 
compar^es aux cellules 293T et QM7. 

25 
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4/ L'exvression de la GFP contenant les cellules cibles est due a une 
veritable transduction var les yartic ules virales SFV 

Pour s'assurer que l'expression de la GFP est due k l'expression des vecteurs SFV et 
non a la mobilisation de plasmides issus de la transfection initiale ou d'une pseudo- 
5 transduction de GFP libre, les controles suivants sont eff ectues. 

Tout d'abord, TARN de SFV est d6tecte par Northern Blot k partir d'ARN extrait des 
cellules infectees (voir figure 5). Comme pour les cellules productrices, on observe 
dans les cellules infectees par le vecteur SFV 26Sml, a la fois de TARN genomique 

10 et de TARN sub-g6nomique. Au contraire, dans les cellules infectees avec le vecteur 
SFV 26Sm2, seul TARN g6nomique est detecte. L'intensite du signal suggere une 
replication intense des vecteurs SFV. Cependant, pour s'assurer que la forte 
expression de la GFP dans les cellules cibles coirespond bien k la mobilisation de 
TARN de SFV, et done que les plasmides ont bien 6t6 transf&res dans les cellules 

15 cibles, en Tespece les cellules 293T, de la DNase I k haute concentration (1000 
U3/ml) est ajoutSe au surnageant de transduction. Les titres en particules virales SFV 
sont similaires aux titres obtenus en l'absence de DNase I, ce qui suggere une 
transduction plus qu'une seconde transfection. Toutefois, un tel r6sultat pourrait etre 
obtenu dans l'hypothese ou le plasmide serait encapsule dans les cellules transferees 

20 apres son entree et d£livr6es ensuite dans la cellule transduite. Pour contrdler ce 
ph6nomene eventuel, les cellules cibles sont pre-trait6es avec de l'actinomycine D k 
raison d'un microgramme par millilitre, puis incub€es avec le surnageant infectieux. 
L'actinomycine D inhrbe-l'expressicnr-des-genes contr616e par la RNA POL II, 
comme le g6nome du vectercr Sf¥^% plasmide pSFV26Sml ou m2, mais n'a 

25 aucune action sur la r6plicase des SFV. Une expression similaire de la GFP est 
observee en presence ou en l'absence d'actinomycine D, ce qui confirme que e'est 
bien un ARN qui est transf6r6 (voir tableau 2). 

On v^rifie ensuite si l'expression de la GFP est bien due k l'expression des vecteurs 
30 SFV ou k une pseudo-transduction dans les cellules cibles. En effet, certaines 
publications (7) ont montr6 que la GFP pouvait etre transferee passivement par 
Finterm6diaire de particules r&rovirales independamment de toute expression. Pour 
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s'assurer du contraire, les cellules cibles sont pre-traitees par deux inhibiteurs de 
traduction, respectivement la geneticine et la puromycine. Apres txaitement, les 
cellules cibles montrent une expression de la GFP k peine detectable ce qui montre 
que la GFP observee r6sulte d'une traduction et non d'un transfert passif (tableau 2). 

5 En outre, la co-transfection d'un plasmide pEGFPCl exprimant fortement la GFP 
avec un plasmide codant pour la VSV-G ne conduit h. aucune pseudo-transduction de 
la GFP. De la meme maniere, les surnageants provenant des cellules transferees 
avec des vecteurs SFV seuls n'induisent pas l'expression de la GFP, ce qui prouve 
que la VSV-G doit etre presente pour promouvoir la formation des pseudoparticules, 

10 Pour confirmer que TARN de SFV est proteg6 dans les vesicules VSV-G, les 
surnageants sont trait6s avec de la RNase A, avant transduction, n apparait que le 
traitement par la RNase A n'a pas d'effet sur les titres infectieux confirmant que 
TARN de SFV est v6ritablement protege (tableau 2). Au vu de l'ensemble de ces 
resultats, on d6duit que Texpression de la GFP dans les cellules cibles est due k une 

15 veritable transduction par les particules virales SFV. 





Noa traite 


Actinomycine D 


DNasel 


RNase I 


Geneticine 


Puromycine 


Titre viral 
BHK21 (IEVml) 


5 x10 s 


7.5 x10 s 


7 x10 s 


N.D. 


N.D. 


N.D. 


Titre viral 293T 
.(IP/ml) 


3xl0 4 


N.D. 


3xl0 4 


2xl0 4 


9xl0 3 


0 



Tableau 2 



EXEMPLE 2 : 

20 

V METHODES 

1/ Constructions : 
Les constructions decrites dans l'exemple 1 ont etc utilisees. 
25 Deux autres constructions derivees, pr6sentant une substitution du promoteur CMV 
par le promoteur procaryote SP6, ont egalement et6 utilisees : 
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- La premiere construction, spSFV26Sml, est directement d&iv6e de 
SFV26Sml. 

- La deuxieme construction, spSFV26Sml*P, est obtenue par digestion Bgl II- 
Sma I d'un plasmide pSFVl (Invitrogen®), au sein duquel est clon6 un 

5 fragment Bgl II- Hpa I du plasmide pIRES2 GFP (Clontech®), modifie par 

introduction d'un fragment PCR contenant Fextr^mite 3' du gene nsp4 et 
gSnere en utilisant les amorces 26SmlF et 26SmlR (cf. exemple 1, section 
2a). 

Ces constructions sont transcrites in vitro puis les ARN sont introduits par 
10 electroporation dans les cellules productrices. La transcription in vitro est realisee 
apres linearisation des plasmides par coupure BstB L La transcription est realisee en 
presence d'analogue de coiffe (Invitrogen®), de polymerase SP6 (Invitrogen®) et de 
ribonucleotides (Promega®). 



15 2/ Cellules: 

Les cellules productrices de retrovirus recombinants, deriv£es de cellules 293, 

phoenix® flitlp://www,stanford < edu/group/no]an/retroviral svstems/phx.html) , sont 

cultiv^es en milieu DMEM (GIBCO) en presence de serum de veau foetal 

decompl6mente (Abcys). 
20 Les cellules productrices sont transfect6es k Faide des plasmides SFV26Sml ou 

26Sm2, a raison de 4 |ig d' ADN pour 5.10 5 cellules, dans un puit de plaque six puits. 

La transfection est realis€e en utilisant le phosphate de calcium (Calcium Phosphate 

transfection kit, Invitrogen®). 

Pour les deux constructions exprimant les vecteurs SFV sous forme d'ARN, la 
25 transfection est realisee par electroporation: 40 juil de r€plicons produits in vitro sont 
mis en pr6sence de 40. 10 5 cellules et 61ectropores en utihsant le systeme EasyjecT 
Plus (Equibio®). 

20 heures apres la transfection, quelle que soit la methode de transfection utilisee, le 
mili eu est change. 16 heures apres ce changement, le milieu est recolte pour realiser 
30 les infections. Lors de la recolte, le milieu est filtr€ a 1'aide de filtres 0,45 |im 
(Millipore®). 
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3/ Infections: 

Les surnageants filtr6s sont utilises pour infecter des cellules 293T, mises en culture 
dans des plaques 12 puits.. Uinfection est realisee en presence d'un polycation 
n6cessaire aux interactions virus/cellules, le polybrene (Sigma®) & 5 fig/mL Le jour 
5 de Tinfection, un puit de cellules cibles 293T est trypsinise pour comptage. 

24 heures apres Tinfection, les cellules sont trypsinisees pour un passage en 
cytometrie de flux (FACScalibur, Becton-Dickinson®). Le pourcentage de cellules 
exprimant la GFP, rapporte au nombre de cellules au jour de Tinfection, permet de 
calculer un titre de particules recombinantes (IP/ml) (Tableau 3). 

10 

4/ Contrdles: 

Des controles, identiques k ceux realises dans Texemple 1, ont ete realises: 
10 fig par ml de RNAse A (Sigma®), 
1 [ig par millilitre d'actinomycine D (Sigma®), 
15 - 100 unites par millilitre de DNAse I (Ihvitrogen®), 

1 mg par millilitre de g6neticine (Sigma®). 

II/RESULTATS 

20 1/ Infections : 

Les resultats des infections sont rapportes dans le Tableau 3. 
IP/ml: particules inf ectieuses par ml; NR: non realise. 
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Plasmides 


Aucun 
traitement 


Rnase A 


Dnase I 


Actinomycine D 


G6n6ticine 


SFV 26Sml 


9. 10 3 IP/ml 


7. 10 3 IP/ml 


5. 10 3 IP/ml 


4,5. 10 3 IP/ml 


< 10 2 IP/ml 


SFV 26Sm2 


8.10 3 IP/ml 


6. 10 3 IP/ml 


4,5.10 3 EP/ml 


4,7. 10 3 IP/ml 


< 10 2 IP/ml 


spSFV26Sm 
1 


7. 10 3 IP/ml 


5. 10 3 IP/ml 


NR 


NR 


NR 


spSFV 
26Sml W 


6. 10 3 IP/ml 


4. 10 3 IP/ml 


NR 


NR 


NR 



Tableau 3 



La presence de cellules exprimant la GFP confinne la possibility de mobiliser les 
5 ARN recombinants SFV par le truchement d'une particule retrovirale. Cependant, les 
faibles titres observes indiquent qu'il est necessaire de controler la cytotoxicity du 
vecteur SFV pour obtenir des titres plus importants. En effet, il existe un 
antagonisme entre la production des ARN du SFV et la production des prolines 
r6trovirales. Ces dernieres voient leur production diminuer lorsque la production des 
10 proteines du SFV augmente. Plusieurs mutants des SFV ont, a ce jour, ete d6crits et 
pourront etre utilises avec profit (8). 

La presence ou Tabsence de la sequence d'encapsidation des retrovirus ne semble pas 
avoir d'influence importante sur l'efficacite de Tencapsidation. Ici, Timportante 
15 concentration intracellulaire en ARN semble avoir un role determinant pour 
promouvoir Tencapsidation, en accord avec les observations de Muriaux et ah (9). 
L'influence de la sequence retrovirale psi devra etre reevaluee dans le contexte de 
vecteurs a toxicite reduite. 



20 
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Par ailleurs, ces resultats semblent indiquer qu'il existe probablement une 
contamination des productions de retrovirus recombinants lorsque Ton utilise un 
systeme "helper" base sur les vecteurs SFV (10, 11). Ces contaminants sont formes 
de particules retrovirales contenant soit les vecteurs SFV servant a exprimer les 
5 s6quences de transcomplementation des retrovirus, soit les vecteurs SFV comprenant 
la s6quence du retrovirus recombinant. Cette observation remet en cause l'utilisation 
de ces modes de production des vecteurs r6troviraux & des fins cliniques, 
contrairement aux particules virales de T invention. 
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REVENDICATIONS 

1/ Particule virale constitu6e d'616ments stxucturaux non issus d'un alpha-virus et 
5 contenant un vecteur derive d'alpha-virus rendu d6fectif pour la replication, par 
d616tion ou remplacement par au moins un transgene, des genes structuraux 
caracterisee en ce que les elements structuraux de ladite particule ne sont pas cod6s 
par le genome du vecteur derive d'alpha- virus. 

10 2/ Particule virale selon la revendication 1, caracterisee en ce que les el6ments 
structuraux correspondent k la prot6ine d'enveloppe VSV-G seule. 

3/ Particule virale selon la revendication 1, caracterisee en ce que les elements 
structuraux correspondent aux proteines structurales d'un retrovirus. 

15 

4/ Particule selon Tune des revendications 1 k 3, caracterisee en ce que Talpha-virus 
est un virus de la foret de SEMTJKI 

5/ Particule selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le g6nome du 
20 vecteur derive d'alpha-virus contient la sequence de packaging etendue des vecteurs 
MLV. 

6/ Particule selon Vune des revendications 1 & 5, caracterisee en ce que le g6nome du 
vecteur d&iv6 d'alpha-virus est denu6 de sequence psi. 

25 

7/ Particule selon Tune des revendications 1 & 6, caracterisee en ce que le g6nome du 
vecteur derive d'alpha- virus comporte un promoteur eucaiyote positionn6 en 5\ 

8/ Particule selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que le vecteur 
30 derive d'alpha- virus contient un promoteur p26S mut6. 
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9/ Utilisation de la particule virale objet de Tune des revendications 1 a 8 pour 
infecter une cellule eucaryote in vitro, 

10/ Composition pharmaceutique comprenant la particule virale objet de Tune des 
5 revendications 1 a 8. 

11/ Utilisation de la particule virale objet de Tune des revendications la 8 pour la 
fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer. 

10 12/ Proc6d6 d'obtention de particules virales, constitutes d'elements structuraux non 
issus d'un alpha-virus et contenant un vecteur d6riv6 d'alpha- virus rendu defectif pour 
la replication, par deletion ou remplacement par au moins un transgfene, des genes 
structuraux consistent : 

- a exprimer en trans, dans une lign6e cellulaire, les g&nes codant les elements 
15 structuraux non issus de Talpha-virus et le vecteur derive d'alpha- virus, 

a recuperer les particules virales pr6sentes dans le sumageant de la culture 
cellulaire. 

13/ Proced6 selon la revendication 12, caracterise en ce que les 616ments structuraux 
20 correspondent a la proline d'enveloppe VSV-G. 

14/ Proc6d6 selon la revendication 13, caracterise en ce que Texpression en trans est 
obtenue par co-transfection d'une lignge cellulaire par le vecteur d'expression de 
Tenveloppe VSV-G et le vecteur a&IvC d'alpha-virus, la co-transfection etant 
25 effectuee en deux 6tapes distinctes respectivement, la transfection de la lignee par le 
vecteur exprimant le gene de Tenveloppe VSV-G, puis une sefconde transfection par 
le vecteur deriv6 d'alpha-virus. 

15/ Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que la lign6e cellulaire 
30 transfectee est une lignee de cellules 293T. 
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16/ Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que les elements structuraux 
correspondent aux proteines structurales d'un retrovirus* 

17/ Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que r expression en trans est 
5 obtenue par transfection d'une lignee cellulaire d'encapsidation, productrice de 
retrovirus defectifs pour la replication, par le vecteur derive d'alpha- virus. 

18/ Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que la lignee cellulaire 
d'encapsidation est obtenue par transfection stable d'une lignee cellulaire par un 
10 premier element viral exprimant les genes GAG et POL de retrovirus et d'un second 
element viral exprimant le gene ENVdz retrovirus. 

19/ Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que l'expression en trans est 
obtenue par triple transfection d'une lignee cellulaire 293 T, par introduction d'un 
15 premier element viral exprimant les genes GAG et POL de retrovirus, d'un second 
element viral exprimant le gene ENV de retrovirus et du vecteur derive d'alpha-virus. 

20/ Procede selon Tune des revendications 12 a 19, caracterise en ce que 
l'alpha- virus est un virus de la foret de SEMLIKI. 

20 

21/ Procede selon Tune des revendications 12 a 20, caracterise en ce que le genome 
du vecteur derive d'alpha-virus contient la sequence de packaging etendue des 
vecteurs MLV. 

25 22/ Procede selon Tune des revendications 12 a 21, caracterise en ce que le genome 
du vecteur derive d'alpha-virus est denue de sequence psi. 

23/ Procede selon Tune des revendications 12 a 22, caracterise en ce que le genome 
du vecteur derive d'alpha- virus comporte un promoteur eucaiyote positionne en 5\ 

30 

24/ Procede selon Tune des revendications 12 a 23, caracterise en ce que le vecteur 
derive d'alpha- virus contient un promoteur p26S mute. 
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Wfc 26S promoter JB^B^SS^^^S^^S^^SSS^ CGT ' EAA 
L YGGPRLVR STOP 

2SBml C CTC TAC GGC GGT CCT MSA T1[a] G1(T| CGg] T?jG] 

LYGGPRZiVR STOP 

26Sra2 C CO0 TAG G<^G] GGT Cjcljr AGA TTA GOT CGC TAG 

LTGGRRLVR STOP 
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<110> UNIVERSITE FRANCOIS RABELAIS 



<120> PARTICULES VIRALES CONTENANT UN VECTEUR DERIVE D 1 ALPHA- VIRUS 
ET PROCEDE DE PREPARATION DE LADITE PARTI CULE VI RALE 



<130> U34-B-19925 PCT 



<150> FR 03/50951 

<151> 2003-12-02 

<160> 5 

<170> Patentln version 3,1 

<210> 1 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> amorce 5» LNCX Psi 2a 



<400> 1 

gggaccaccg acccaccacc 20 



<210> 2 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> amorce 3 1 LNCX Psi 2a 

<400> 2 

gatcctcatc ctgtctcttg 20 



<210> 3 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> amorce 26SmlF 

<400> 3 

atcctcgaag atctaggg 18 



<210> 4- 

<211> 31 

<212>. DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> amorce 26SmlR 



<400> 4 
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caatatcgat tactagcgaa ctaatctagg a 



31 



<210> 



5 



<211> 44 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> amorce 26Sm2R 

<400> 5 

atatcgatta ctagcgaact aatctacgac ccccgtaaag gtgt 44 
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